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Abstrakt

Mnoho esencidlnich proteint v buiice vyuziva zelezo-sirné (Fe-S) klastry jako své kofaktory. Tyto
proteiny slouzi napiiklad jako enzymy, komponenty -elektron-transportniho fetézce nebo
vnitrobunééné sensory. Pred vloZzenim do proteinu musi byt klastr nejprve sestaven, respektive
syntetizovan de novo. Eukaryotické buiiky k tomu vyuzivaji celkem ¢tyii odlisné drahy: ISC, CIA,
SUF a NIF. Vsechny dréhy jsou navic schopny klastr dorucit specifickému akceptorovému
proteinu a tim ho maturovat. Porucha biosyntézy Fe-S klastrti je pro eukaryotickou bunku ¢asto
letalni a vede k selhani vyvoje mnohobunéénych organismt. Presto zlstavaji zakladni principy
téchto drah neobjasnéné a jejich studium stale probiha. Tato bakalaiska prace shruje dosavadni
poznatky o mechanismech biogeneze Fe-S klastrii u eukaryot, tedy poznatky ze sav¢ich bunck,
véetné lidi a z modelovych organismt jako Saccharomyces cerevisiae, Arabidopsis thaliana a

nakonec také parazitického prvoka Giardia intestinalis.

Klic¢ova slova: Fe-S klastry, ISC, CIA, SUF, NIF, plastid, mitochondrie, biosyntéza



Abstract

Many essential cellular proteins use iron-sulfur (Fe-S) clusters as cofactors. These proteins often
serve as enzymes, components of the electron-transport chain or as intracellular sensors. Prior to the
use of the cluster in a protein, it needs to be formed or created de novo. In total, four different
mechanisms of Fe-S cluster biogenesis can be used by the eukaryotic cell — ISC, CIA, SUF and
NIF. All of these pathways include a specific targeting system for delivering the cluster to its
acceptor protein. Errors in biosynthesis of Fe-S clusters are mostly lethal and can lead to failure in
development of multicellular organisms. Despite this a better characterization of these mechanisms
is needed as research is currently still in progress. This bachelor’s thesis provides current
information regarding the mechanisms of Fe-S clusters biogenesis in eukaryotes acquired mostly
from mammalian cells, including humans, and from well-known model organisms such as

Saccharomyces cerevisiae, Arabidopsis thaliana, and parasitic protist Giardia intestinalis.
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1 Uvod

Studium jednotlivych slozek a poruch mechanismt biogeneze zelezo-sirnych (Fe-S) klastrti
(nebo také center) u eukaryot je velmi dilezité nejen z medicinského, evolu¢niho a biochemického
hlediska, ale i pro boj s nékterymi parazity. Cilem této bakalaiské prace je seznamit Ctenaie prave
s problematikou mechanismti biogeneze Fe-S klastrii u eukaryot na modelovych organismech jako
jsou Saccharomyces cerevisiae, Arabidopsis thaliana nebo sav¢i tkanové kultury. Zvlastni diraz je
kladen na esenciélni ISC a CIA drahu. JakoZto organismus s redukovanou formou mitochondrie je
uveden anaerobni parazit Giardia intestinalis, ktery predstavuje nejen dobry modelovy priklad, ale
také predmét vyzkumu nasi laboratote.

Fe-S klastry pravdépodobné predstavuji jedny z evolucné prvnich proteinovych kofaktorti a
jejich role v soucasnych bakteriich, archeiich 1 eukaryotech zlistava nezastupitelna. VyuZivani Fe-S
klastrti s sebou prinasi i problém jejich biogeneze a inkorporace do cilovych proteini. Bakterie Zijici
jiz pred vznikem eukaryot vyvinuly za timto ucelem drahy ISC, SUF a NIF, které se béhem
eukaryogeneze dostaly do vybavy eukaryotickych organismtl. V plastidech jsou klastry dodavany
SUF drahou a v mitochondriich ISC drahou, coZ odkazuje k endosymbiotickym udélostem
vedoucim ke vzniku téchto organel. Eukaryota béhem evoluce vyvinula jest¢ CIA drahu, ktera
probiha v cytosolu a dodava klastry nejen cytosolickym, ale i jadernym Fe-S proteiniim. CIA draha
ovsem neni schopna fungovat zcela autonomné a vyZzaduje komunikaci s mitochondrialni ISC
drahou, jejiz soucasti je export dosud nezndmé molekuly. Timto se ISC draha fadi k dal$im
procestim, pro které jsou mitochondrie klicové. Dikazem je redukce vSech mitochondrialni funkci
az na biosyntézu Fe-S klastrii u nékterych parazitickych zastupcti.

Dréhy biosyntézy Fe-S klastrii jsou pomémé komplexni a sestavaji zmnoha proteind.
I ptesto vSak funguji navzajem analogicky a principem se prili§ nelisi. Pro lepsi prehlednost textu

je az na specificke vyjimky pro oznaceni proteinti vyuzita nomenklatura sav¢ich bunck.



2 Zelezo-sirné klastry

Fe-S Kklastry byly poprvé popsany vroce 1960, kdy na zakladé méfeni elektronové
paramagnetické rezonance (EPR) fragmentii membran mitochondrii z bunék krysiho a hovéziho
srdce byla pozorovana pitomnost Fe*” (Beinert and Lee, 1961). Béhem nékolika let byla ve
feredoxinu identifikovana druha slozka klastru — anorganicka sira (Malkin and Rabinowitz, 1966).
Pozdéjsi prace ukazaly, ze se jedna o jedny z nejvice abundantnich a nejptivodnéjSich proteinovych

kofaktorti, vyskytujicich se u vSech organismii.

2.1 Struktura Fe-S klastru

Fe-S klastry se vyskytuji v piirodé nejCastéji jako rombické [2Fe-2S], kubické [4Fe-4S] a
asymetrické [3Fe-4S]. Existuji i jiné, atypické formy. Piikladem miize byt P-klastr nitrogenazy
[8Fe-7S]. Klastry se stechiometrii 4:4 vznikaji fuzi [2Fe-2S] klastrti, asymetrické klastry [3Fe-4S]
vznikaji odebranim atomu Zeleza z [4Fe-4S] klastru. Klastry [2Fe-2S] lze tedy povazovat za
zakladni formu (Rees, 2002; Ohki et al., 2009).

Atomy Zzeleza vytvéri ve struktufe klastru kovalentni vazbu s anorganickou sirou, kdy se
pocet takovych vazeb odviji od typu daného klastru a nikdy neni vétsi nez tfi. Pomoci zbyvajicich
volnych vazeb Zeleza je Fe-S klastr koordinovan ve struktufe proteinu, a to typicky vazbou na
thiolovou skupinu Cys zbytku. Ve specifickych piikladech miize koordinace probihat napiiklad 1
prostiednictvim His, Ser nebo GIn (Obr. 1). Naptiklad Rieskeho klastr je koordinovan kombinaci
His a Cys v komplexu III elektron-transportniho fetézce (ETC) na vnitini membrané mitochondrii
(Iwata et al., 1996; Moulis et al., 1996).
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Zakladni Fe-S klastry

Obrazek 1: Geometrické vzorce zobrazujici prostorové usporadani atomu a jejich vazeb v nejbéznéjsich
typech Fe-S klastril a vazbé jednoho atomu Fe, tzv. Rubredoxinu. Klasicky [2Fe-2S] klastr je témér planami.
Volné vazby koordinuji klastry ve strukture proteind, nejcastéji vytvorenim vazby s thiolovou skupinou Cys.
Adaptovano podle Rees (2002).



2.2 Funkce Fe-S klastru

Stézejni vlastnosti Fe-S klastrii je jejich reaktivita umoziujici katalyzu, nizky redoxni
potencial a moznost prechdzet mezi riznymi oxidacnimi stavy. Nekteré vlastnosti Ize béhem
evoluce upravit pro specifickou funkci daného proteinu, napriklad modifikaci proteinového okoli
klastru. Proteiny obsahujici Fe-S centra byly u eukaryot lokalizovany predevsim v mitochondriich,
plastidech, cytosolu a jadre. Zasadni roli pIni jako ptenasece elektront v komplexech I, Ta I ETC
na vnitini membrané mitochondrii.

V nedavné dobé byla popsana vyznamna role Fe-S klastri v metabolismu, replikaci a
opravich DNA. [4Fe-4S] klastry byly charakterizovany napiiklad v C-termindlni doméné
replikativnich polymerdz rodiny B kvasinek Saccharomyces cerevisiae, anebo v katalytické
neznama. Pfi poSkozeni klastru u DNA Pol 6 doslo k zastaveni bunééného cyklu ve fazi G2/M,
respektive k neschopnosti bun€k projit S fazi, coz vedlo k programované bunécné smrti (PCD).
Divodem je pravdépodobné velké poskozeni genomu vznikem aberantnich struktur
v chromozomech. Viabilitu bun€k zvysila veétsi mira exprese proteini DNA opravnych
mechanismu (Chanet et al., 2021).

Fe-S klastry jsou vyuzivany také ve vnimani intracelulami hladiny Zeleza a oxidativniho
stresu. Pii dostatku Zeleza v sav¢i buiice nese IRP1 [4Fe-4S] klastr a funguje jako cytosolicka
akonitdza. Pfi jeho nedostatku IRP1 klastr ztraci a ziskava schopnost vazat motivy iron response
elements (IREs), nachézejicich se na mRNA pro nékteré proteiny ucastnici se metabolismu a
transportu Zeleza do buriky. Timto IRP1 napiiklad reguluje translaci mRNA pro ferritin a receptor
transferrinu, ¢imz reguluje intracelularni mnoZstvi Zeleza. IRP1 se vaZe na IREs i po poSkozeni
Fe-S klastru oxidem dusnatym. Klastry jsou také nachylné k poskozeni volnymi kyslikovymi
radikaly (ROS) (Haile et al., 1992; Drapier et al., 1993; Flint et al., 1993).

Biotin syntaza vyuziva [2Fe-2S] klastr jako donor siry pro thioetherovy kruh vznikajiciho
biotinu. To bylo zjiSt€no méfenim EPR, protoZe béhem reakce dochézi ke ztraté klastru. Nésledné
byla prokézéana korelace mezi rychlosti syntézy biotinu a degradaci klastru (Ugulava et al., 2001).

Napiiklad ve vodném roztoku se zasaditym pH, ktery obsahuje L-cystein, zdroj Fe*'/Fe** a
S, se za anaerobnich podminek Fe-S klastry mohou sklidat samovolné (Jordan et al., 2021).
In vivo vznikaji Fe-S klastry prostfednictvim proteinové biosyntézy, coZ umoznuje regulaci jejich
vzniku dle aktualni potieby burky a specifickou maturaci cilovych apoproteinti. Klastry jsou ve
struktui'e proteind navic chranény pied poskozujicimi aerobnimi podminkami, které¢ ve veétSing

eukaryotickych bun¢k panuji.



3 Mechanismy biogeneze Fe-S klastril u eukaryot

3.11SC draha

Iron-sulfur cluster assembly (ISC) byla objevena u prokaryot sekvenaci genti Azotobacter
vinelandii, jejichz produkty jsou homologni s jiz diive objevenym NifS a NifU, které hraji roli pti
rekonstituci ztracenych Fe-S klastri a maturaci nitrogenazy (viz 3.4). Tyto a dalsi geny tvori isc
operon (Zheng et al., 1998). U S. cerevisiae byly nasledné objeveny homology nékterych z téchto
prokaryotickych proteind, jejichz experimentalni delece (isul, isu2 a nful) vedla k hromadéni
zeleza v mitochondriich (Garland et al., 1999; Schilke et al., 1999).

Dréha ISC a jeji proteiny jsou napiic prokaryotickym a eukaryotickym spektrem evolu¢né
konzervovany. Mitochondrie zdédily ISC drahu od svého prokaryotického predka, coz zaroven
odpovida predpokladané existenci této biosyntetické drahy u posledniho spolec¢ného predka vsech
eukaryotickych organismii (LECA). Na druhé strané, ISC dréha funguje i v redukovanych
mitochondriich (od mitochondrie odvozenych organelach — MRO), napiiklad v mitosomech
(Tovar et al., 2003; Freibert et al., 2017), u kterych ziejme doslo ke ztraté vSech dalSich
mitochondrialnich metabolickych procest.

ISC dréha miize byt rozdélena do tii fazi: (1) de novo syntéza [2Fe-2S] klastru, (2) pfenos
[2Fe-2S] klastru s vlozenim do cilovych apoproteintl a (3) syntéza [4Fe-4S] klastru a doprava do
cilovych apoproteinti (Obr. 2). Soucasti je také ISC export system exportujici zatim neznamou
slouceninu siry do cytosolu (Lill and Freibert, 2020). Prvni faze byva také oznacovana jako ¢asna

(early) ISC, treti pak jako pozdni (late) ISC.

3.1.1 De novo syntéza [2Fe-2S] klastru

Zelezo se do mitochondrie obratlovetl dostava pomoci Mitoferrinu 1 a 2 (MFRN1/2), které
odpovidaji homolognim Mrs3/4 kvasinek (Shaw et al., 2006). Jedn4 se o proteiny z velké rodiny
mitochondrialnich prenasect SLC25, které se specializuji na ptenos celé skaly metabolitti a iont
pres vnitni mitochondridlni membranu (Wohlrab, 2005).

NFS1 je homologem prokaryotického NifS, SufS a IscS a stejné jako oni plni funkci
pyridoxal 5‘-fosfat (PLP) dependentni L-cystein desulfurdzy. NFS1 je donorem siry pro biosyntézu
mitochondrialnich i cytosolickych Fe-S klastri (Biederbick et al., 2006; Fox et al., 2019).
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Obrazek 2: Celkové schéma ISC drahy probihajici v matrix mitochondrii. Draha mdze byt rozdélena do tfi
fazi. Prvni fazi je de novo syntéza [2Fe-2S] klastru, druhou je prenos klastru a vioZeni do cilovych
apoproteinti. Posledni fazi je vznik [4Fe-4S] klastri a jejich vioZzeni do cilovych apoproteint. ISC export
system je tvofen ABC transportérem Atm1(v savcich burikach ABCBY). Upraveno (Lill and Freibert, 2020).

Na NFS1 se nejprve vaze ISD11 s ACP1. NFS1 poté interaguje s ISCU, nacez se do kavity
vzniklé mezi NFS1 a ISCU véze frataxin (FXN) soucasné s feredoxinem (FDX2). FDX2 se vaze
s vy$si afinitou v redukovaném stavu. Kvasinkové homology ISCU a FXN predstavuji Isul/2 a
Yth1. Dle kryo-elektronové mikroskopie (kryo-EM) tvoti vSechny tyto proteiny po dvou kopiich
dohromady ISC core komplex (Casto také cystein desulfurazovy komplex). Symetrii tohoto
komplexu udava centralni homodimer tvoteny (NFS1-ISD11-ACP1), (Boniecki et al., 2017; Fox
etal.,2019).

Prvnim krokem ISC drahy je pfeména L-cysteinu na L-alanin desulfurdzovou aktivitou
NFS1, pii které se substrat vaze na kofaktor PLP. Ten je situovan hluboko ve strukture NFS1.
Cys383 na flexibilni Cys-smycce v aktivnim misté provadi nukleofilni atak viici sulthydrylové
skuping substratu, ¢imz dochézi ke vzniku persulfidu (R-SSH) vazaného na Cys-smycku. Poté
dochézi k premisténi Cys-smycky k povrchu NFS1, do blizkosti ti1 evoluéné konzervovanych Cys
na ISCU. Molekuldmi detaily mechanismu vzniku persulfidu jsou zndmy predevsim ze studia
homolognich desulfuraz vyskytujicich se v jinych drahich biosyntézy Fe-S klastrii (napiiklad
bakteridlni SufS a NifS) (Pandey et al., 2012; Blahut et al., 2019; Lill and Freibert, 2020).




Funkce NFSI1 je zavisla na interakci s ISD11. Tato interakce nema piimy vliv na aktivitu
NFS1, ale bez ni prestava byt NFS1 solubilni. V eukaryotické buiice ma ISD11 esencidlni vyznam,
jelikoz jeho deplece v S. cerevisiae snizila aktivitu jak mitochondridlnich, tak cytosolickych Fe-S
proteint, protoze nemély klastr a doslo tak k vyznamnému snizeni celkové viability bunck.
U prokaryot nebyl tento protein nalezen (Adam et al., 2006). Podobnou stabilizacni funkci
pravdépodobné plni ACP1 nasedajici na ISD11. Pfi jeho deleci dochazi ke zvysené agregaci
komplexti NFS1-ISD11 a snizeni viability bun¢k. Samotny ACP1 vaze pres prostetickou skupinu
4'-fosfopantetein (4°-PP), acylovy fetézec, ktery je produktem mitochondrialni syntézy mastnych
kyselin. Nektefi autori proto navrhuji model, kde ACP1 propojuje biosyntézu Fe-S klastra se
syntézou mastnych kyselin. JelikoZ jsou oba procesy energeticky narocné, APC1 by pomoci 4°-PP
mohl fungovat jako senzor energetického metabolismu burky skrze acetyl-CoA. Acylovany ACP1
vznika pouze pii dostatku acetyl-CoA, ktery zaroven aktivuje ETC. Ten je zavisly také na aktivité
fady proteinii nesoucich Fe-S klastry, jejichZ syntéza je pres acylovany ACP1 pozitivné€ regulovana
(Van Vranken et al., 2016; Cory et al., 2017).

FXN piisobi jako allostericky regulator urychlujici asi 50x presun persulfidu z Cys-smycky
na ISCU (Parent et al., 2015). Predchozi in vitro studie ukazaly, ze FXN vaze zelezo, proto byl
navrhovan alternativni model jeho funkce jako moZného donoru Zeleza pro tvorbu klastru na ISCU.
Tento model je dnes mén¢ pravdépodobny, protoze neodpovida ziskanym vysledkiim in vivo
(Yoonetal., 2012; Fox et al., 2019).

ISCU vytvati leSent, aneb scaffold pro sestaveni [2Fe-2S] klastru. Pfijima persulfid z NFS1
a vjeho struktuie bylo detekovano misto vazby Fe*", respektive Zn*" (vzdjemné nahraditelné)
blizko konzervovanych Cys prijimacich persulfid (Fox et al., 2019). V sou€asné dob¢ existuji dva
odliSné modely fungovani ISCU. Autoti prvniho (Lewis et al., 2019) v jeho strukture detekovali
dvé mista vazby Fe?*. RozliSuji je na aktivni (pobliz zminénych Cys residui) a na ,Joading*. Zinek
se v jejich modelu miize vazat do aktivniho mista a tim inhibovat pienos persulfidu. Zelezo se
dostava na scaffold nezndamym mechanismem, nicméné se nejprve vaze do loading mista, kde je
koordinovano vyhradné atomy kysliku a dusiku. ISCU s takto koordinovanym Zelezem se poté
véaze na NFS1, ¢imz dojde k pfemisténi Zeleza do aktivniho mista, kam se pfemist'uje 1 persulfid.
Autoti druhého modelu (Srour et al., 2022) oponuji tim, Ze ve struktute ISCU je pouze jediné misto
pro vazbu Fe*/Zn**, podobné aktivnimu mistu z prvniho modelu. Pfedchozi nalez dvou mist vazby
atomu kovu prisuzuji vysoké koncentraci Zeleza v roztoku, coz miize zptisobit nespecifickou vazbu
na ISCU. Nekteré zbytky aminokyselin koordinujich Fe (nebo Zn) vykazuji pfi vazbé kovu
zna¢nou mobilitu. Jeden z téchto mobilnich zbytkli tak miize byt nahrazen Cys104, na ktery je

transferovan persulfid. Transfer persulfidu tedy ovliviiuje nejen vazba FXN, ale 1 vazba kovu. Dle



tohoto modelu ISCU mtize také nabyvat dvou konformaci — 1-Cys a 2-Cys. Ob¢ jsou zavislé na
pH, pricemz 2-Cys je stabilni pii hodnotach pH kolem 8, coz odpovida matrix mitochondrie.
Konformace 1-Cys je ziejmé pouze prechodnym stavem pii vazbé kovu. Molekulami
mechanismus vazby a piivod Zeleza je tedy zatim vysvétleny nejisté.

S? persulfidu je poté na ISCU redukovéna na S, ktera je zabudovana do klastru. Tuto
redukci zajistuje FDX2 (Gervason et al.,, 2019). Oxidovany FDX2 je nasledné¢ redukovan
feredoxin reduktazou FDXR. Tak tomu vyuziva NADPH jako kofaktor (Shi et al., 2012). Samotny
mechanismus vzniku [2Fe-2S] klastru po redukci persulfidu je nejasny. Nedavna prace (Freibert et
al., 2021) popisuje evolucné konzervovany Tyr35 na N-konci ISCU a navrhuje mechanismus, kdy
pres tyto tyrosiny interaguji dva ISCU, kazdy nesouci po jednom atomu Fe a S, z jinych ISC core
komplexti. Mezi nimi by pak mohl vzniknout [2Fe-2S] klastr.

3.1.2 Transfer [2Fe-2S] klastru k cilovym apoproteinum

Z ISCU je klastr prenesen chaperony na centralni protein ISC dréhy, GLRXS5. Nejprve
dochazi k vazb¢ ko-chaperonu HSC20 na ISCU. Ko-chaperon tim navadi ISCU pro vazbu
chaperonu HSPA9, ktery miZe véazat také apo-GLRXS. Interakce mezi HSC20 a HSPAO je
dulezita i pro ATPazovou aktivitu HSPA9. Preneseny [2Fe-2S] klastr je poté v aktivnim misté
GLRXS5 koordinovan pomoci dvou zbytkli Cys a interakci s dvéma glutathiony (GSH). Tato vazba
je pomémé labilni, coz umoziyje nasledny prenos klastru do cilovych [2Fe-2S] proteint
(Dutkiewicz et al., 2004; Uzarska et al., 2013).

Popis mechanismu presunu klastru na GLRXS je na molekularni Grovni z ¢asti zavisly na
vysledcich vyzkumu bakterialni ISC drahy. Tam bylo pozorovéano, Ze vazba chaperonu s ATP
zméni konformaci ISCU, ¢imz dojde k destabilizaci a uvolnéni klastru (Bonomi et al., 2011). Poté
je ATP na HSPA9 hydrolyzovano, ¢imZ se zvySuje afinita pro vazbu sapo-GLRXS.
Naslednou vyménu ADP za ATP zprostredkovava GRPE1L. Tato vymeéna zpiisobuje disociaci
chaperonu od ISCU a HSPAJ9 je tak dostupny pro dalsi funk¢ni cyklus (Uzarska et al., 2013).

3.1.3ISC export

Porucha prvni faze syntézy klastrii v mitochondrii se promita i do maturace cytosolickych
Fe-S proteinti. Propojeni mezi mitochondrialni ISC a cytosolickou CIA drahou zprostfedkovava u
S. cerevisiae ABC transportér Atm1 ve vnitini mitochondridlni membrané. Delece, piipadné
deplece Atml ovliviiuje maturaci cytosolickych, nikoliv v§ak mitochondridlnich Fe-S proteini
(Kispal et al., 1999). V literatute se uvazuje o dvou moznych exportovanych molekulach. Jednou z

nich je dosud nezndma molekula obsahuyjici siru, ¢asto ozna¢ovana jako X-S nebo také Siy



(intermediat obsahujici siru). Tato sira pochézejici z desulfurace Cys na NFS1 je poté vyuZita i pro
cytosolickou thiolaci tRNA. Cesta této molekuly se od ISC drahy odd€luje nejspise v miste ISCU,
jelikoz HSPAO9 neni pro thiolaci tRNA vyzadovan. AvsSak deplece Atml Cini thiolaci tRNA
neefektivni (Pandey et al., 2018). Druhou moznosti je transport komplexu obsahujici samotny
[2Fe-2S] Kklastr. Ten je dle modelu koordinovan ¢tyfmi molekulami GSH. Takto koordinovany
klastr je v matrix stabilni. V ¢asti Atm1 oteviené do matrix byla identifikovana pozitivné nabita
oblast, kterd by mohla interagovat s negativné nabitym komplexem GSH s navazanym [2Fe-2S]
klastrem a ATP (Li et al., 2022).

3.1.4 Stavba [4Fe-4S] klastri a maturace cilovych apoproteinti

Klastry syntetizované v ¢asné ISC draze mohou pokraCovat dale do pozdni ISC dréhy, kde
podstupuji fiizi za vzniku 4Fe-4S klastril.

Dimer GLRXS transferuje [2Fe-2S] klastr také na mitochondrialni ISCA1 a ISCA2 (Banci
et al, 2014). ISCAIl, ISCA2 a IBAS57 tvori komplex generujici [4Fe-4S] klastry pro
mitochondrialni [4Fe-4S] proteiny. VSechny tfi proteiny jsou pro funkénost komplexu zasadni a
ucastni se pouze pozdni ISC dréhy (Miihlenhoff et al., 2011).

Presny mechanismus vzniku [4Fe-4S] klastri vSak neni znam. Soucasné poznani implikuje
fazi dvou [2Fe-2S] klastrli (jednoho na ISCA1 s druhym na ISCA2). Nasleduje predani klastru
dalSim proteinim specificky interagujicim s cilovymi Fe-S proteiny a regenerace apo-ISCA1/2
opétovnym transferem dvou [2Fe-2S] klastrtt z GLRXS. Pro fiizi dvou [2Fe-2S** na [4Fe-4S]**
klastr je nutna redukce dvéma elektrony. Tyto elektrony dodava heterodimeru ISCA1-ISCA2
systétm FDX2-FDXR-NADPH, stejné jako pii redukci siry béhem de novo syntézy [2Fe2S]
klastri. Heterodimer ISCA1-ISCA2 za piitomnosti tohoto elektronového fetézce miize piimo
maturovat mitochondrialni Fe-S proteiny, které¢ k tomu nevyzaduji dalsi specificky pfenosovy
protein, tedy tzv. ,carrier* protein (Weiler et al., 2020; Suraci et al., 2021).

VétSina mitochondridlnich [4Fe-4S] proteind ale vyZaduje pro svou maturaci specificky
carrier protein. Mechanismus maturace takovych proteinii ovSem neni dosud zcela pochopen.
NFUI specificky dodava [4Fe-4S] klastr napiiklad syntetdze kyseliny lipoové (LIAS) nebo
komplexu I a Il ETC. Pro maturaci LIAS byl v neddvné dob¢ navrzen nasledujici mechanismus.
Klastr je nejprve koordinovan v heterodimeru ISCA1-NFUT, ale C-doména NFU 1 ma vyssi afinitu
pro vazbu LIAS, tedy pii kontaktu s LIAS ISCA1 disociyje a NFU1 dodéava klastr pomoci
C-koncové domény. Klastr je timto zplisobem chranén pred oxidativnimi podminkami matrix
mitochondrie (Lill and Freibert, 2020; Saudino et al., 2022).



K maturaci nékterych mitochondrialnich Fe-S proteinti nejspiSe piispivaji také BOLAI a
BOLA3. Oba proteiny tvoii heterodimer holo-GLRX5-BOLA1/3, kdy vazba s BOLAI je vyrazné
stabilngj$i. BOLA3 tvoii stabilni heterodimer s holo-NFU1. Oba BOLA proteiny plni velmi
zaroven. Mutacemi jsou ovlivnény komplex II (u lidi pii mutaci BOLA3 i komplex I) ETC a LIAS
(Uzarska et al., 2016). Vysledky novéjsi studie (Warui et al., 2022) ukazuji, Ze BOLA3 nevytvaii
pevnou vazbu a neregeneruje klastr LIAS, zatimco silnéji se vazajici NFU1 ano. Pro piesnou
definici role proteinit BOLA v ISC draze je potieba dalsiho vyzkumu.

Mezi carrier proteiny se fadi také kvasinkovy INDI (n€kdy také NUBPL) maturujici
komplex I (Bych et al., 2008a).



3.2 ClAdraha

Maturaci cytosolickych a jadernych Fe-S proteinii zajistuje draha cytosolic iron-sulfur
cluster assembly (CIA). Ta je zavisla na exportu neznamé molekuly X-S, respektive (Fe-S)int
z matrix mitochondrie do cytosolu (viz 3.1.3) a nemulize tak samostatné generovat klastry de novo.
Pro maturaci cytosolického [4Fe-4S] proteinu Leul (a téméf vSech ostatnich) je proto esencidlni
ptitomnost NFS1, HSPA9 a Atml ISC exportni drahy. Cytoplazma obsahujici exportovanou
molekulu X-S je schopna generovat klastry jiz bez pritomnosti mitochondrie (Pandey et al., 2023).

V intermembranového prostoru mitochondrie S. cerevisiae hraje dilezitou roli sulthydryl
oxidaza Ervl, jejiz inaktivace zptisobuje vyrazny pokles maturace cytosolickych Fe-S proteinti a
hromadéni Zeleza v matrix. Erv1 dle navrzeného modelu hraje roli spolu s GSH prave v navaznosti
na Atml. Jeho interakce s Fe-S klastry, ¢i jinymi proteiny drahy CIA, vSak nebyla pozorovana
(Lange et al., 2001). Pozdg&jsi rozsahlejsi studie (Ozer et al., 2015) ukézala, Ze k poklesu maturace
cytosolickych Fe-S proteinti dochazi pouze u jednoho specificky mutovaného kmenu S. cerevisiae.
V tomto kmenu byla nalezena dalsi teplotné sensitivni mutace v genu pro protein GSH1 ucastnici
se biosyntézy GSH. Pfidanim externtho GSH doslo k odstranéni mutantniho fenotypu. Pfimy
vyznam pro drahu CIA ma tedy GSH, nikoliv Erv1. Neptimy vliv Erv1 na maturaci Fe-S proteint
byl popsan u Trypanosoma brucei, kde jeho eliminaci doslo k celkové poruse ISC i CIA dréhy.
Pozménéna byla i morfologie mitochondrii, z diivodu interakce Ervls Mia40, ktery se ticastni
mitochondrialniho importu proteint a dle autord mohlo dojit ke ztrat¢ membranového potencialu
(Haindrich et al., 2017).

VétSina publikaci vénujicich se CIA draze se vénuje pouze mechanismu biogeneze [4Fe-4S]
klastrii, zatimco mechanismus biogeneze a transport [2Fe-2S] klastrt k cilovym apoproteintim jsou
prakticky neznamé. V literatuie se CIA draha Casto rozd€luje na dve faze: vznik [4Fe-4S] klastru a
jeho transport k cilovym apoproteiniim (Obr. 3). Zde je dllezité zminit, Ze nektefi autoii uvazuji o
alternativni draze biosyntézy cytosolickych Fe-S klastrli vedle CIA, a sice o cytosolické ISC draze
(c-ISC). Diikazem je lokalizace cytosolickych isoforem proteinti schopnych sestavit obdobu ISC
core komplexu (viz 3.1.1). Centralnim proteinem propojujicim c-ISC s CIA (viz 3.2.2) by mohl byt
cytosolicky ko-chaperon HSC20, ktery interaguje s ISCU1 a HSPA9. Heterodimer ISCU1-HSC20
je mozna schopen dodat de novo v cytosolu generované klastry jak na CIA scaffold komplex, tak

proteintim, které specificky maturuji cilové apoproteiny ( viz 3.2.1).
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Eukaryoticky systéem CIA (od hub po ¢lovéka)

syntéza [4Fe-4S] klastru doprava a sestaveni [4Fe-S] proteinu \
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Obrazek 3: Schematické znazoméni eukaryotické drahy CIA probihajici v cytosolu. Draha je zavisla na
exportu molekuly X-S z mitochondrialni dréhy ISC a dale ji Ize délit na dvé faze. Prvni fazi je vznik [4Fe-4S]
klastru, druhou transfer klastru a maturace cilovych cytosolickych a jademych Fe-S proteinti. Draha CIA je

Pii eliminaci cytosolické isoformy HSC20 nedoslo k maturaci nekterych cytosolickych
Fe-S proteint. Knock-down scaffold proteinti CIA drahy nem¢l na maturaci téchto proteint vliv
(Kim et al., 2018). Alternativa k draze CIA je nicméné velmi nepravdépodobna, jelikoz existuje
fada dikazii proti. Jednim znich je napiiklad neschopnost komplementovat maturaci jak
mitochondrilni, tak cytosolickych Fe-S proteinti expresi cytosolicke isoformy NFS1 v burikach,
kterym chybi mitochondrialni isoforma NFS1 (Biederbick et al, 2006) a otazkou je také

pozorovana esencialita exportu molekuly X-S z mitochondrie.
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3.2.1 Vznik [2Fe-2S] a [4Fe-4S] klastrii

Mechanismem je draha CIA velmi podobna draze ISC. VétSina vyzkumu byla provedena
na S. cerevisiae a charakterizace CIA drahy u dalSich organismil véetné ¢lovéka je znacn€ netiplnd.
Jelikoz je pritomnost jednotlivych CIA komponent mezi eukaryoty evolucné konzervovana, 1ze u
vetSiny organismil predpokladat stejny mechanismus.

I pres nedostatek informaci o vzniku [2Fe-2S] klastr v CIA draze nékterd data ukazuji na
to, ze by heterodimer GLRX3-BOLA2 mohl fungovat jako scaffold pro stavbu téchto klastrii
de novo za vyuziti molekuly X-S exportované z mitochondrie a dodani zeleza na BOLA2
prostiednictvim PCBPI1. Spolu s GSH vaze PCBP1 Zelezo svou doménou KH3. Pii interakci
s BOLA2 je zelezo ptedano na stejné aminokyselinové zbytky potiebné pro koordinaci [2Fe-2S]
klastru v komplexu GLRX3-BOLA2 (Patel et al., 2019). Dalsi dikazy napovidajici o funkci
GLRX3 a BOLA2 ve stavbé [2Fe-2S] klastrii jsou obsazeny v textu nize.

Na rozdil od [2Fe-2S] klastr(i je znalost vzniku [4Fe-4S] klastri a jejich pfenosu k cilovym
apoproteinim znacnd. Scaffold komplex pro vznik [4Fe-4S] klastru tvori heterotetramer
NBP35-CFD1 (n¢kdy také NUBP1-NUBP2). Vznikaji dva klastry, které jsou koordinovany mezi
heterodimery dvéma konzervovanymi Cys na C-termindlni domén¢ kazdého z proteinti. Oba
scaffold proteiny patii mezi P-loop NTPasy. CFDI je schopen vazat klastr pouze na C-koncové
doméné, kdezto NBP35 vaZe jesté¢ druhy na N-termindlni doméné (Netz et al., 2012). Ob¢ tyto
NTPasy mohou vazat ATP nebo GTP, piicemz specificnost vazby NTP neni u obou proteinti
pravdépodobné konzervovana. U jednoho druhu tak miize dany protein vazat preferencné ATP,
kdeZto u druhého GTP. Oba proteiny také mohou vézat klastr i jako homodimery (Stehling et al.,
2018). U rostlin ani u zelenych fas nebyl protein CFD1 nalezen a jeho funkci pIné zastava NBP35
jakozto homodimer. NBP35 je schopen dimerizovat 1 bez pfemost'ujiciho klastru, tedy v apo formé
(Bych et al., 2008b).

Mimo zminéného piedpokladu, kde GLRX3 slouzi spolu s BOLA2 jako scaffold pro stavbu
[2Fe-2S] klastrl, funguje GLRX3 také jako chaperon a transportuje [2Fe-2S] klastr prave
k NBP35. Homodimer GLRX3 s pomoci GSH koordinuje dva [2Fe-2S] klastry. Ty poté predava
jak na C, tak i N-terminalni doménu NBP35, kde jsou fizovany za dodani elektronti na [4Fe-4S]
klastr. Klastr na C-terminalni doméné je labilni. Druhy na N-termindlni doméng je stabilni a plni
nejspise elektron-transportni nebo strukturdlni funkci. In vitro je elektrony potiebné pro fuzi
schopen dodat GSH (Camponeschi et al., 2020).

In vivo elektrony dodava heterodimer NDOR1-CIAPIN1 (u kvasinek se jedna o homologni
Tah18 a Dre2). NDOR1 vyzaduje dva kofaktory, a to FAD a FMN. Na n¢ postupné prenasi dva
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elektrony z NADPH. Pot¢ jsou elektrony transferovany na [2Fe-2S] klastr proteinu CIAPIN1. Ten
interaguje s NBP35 a dodava tak elektrony potiebné pro vznik [4Fe-4S] klastru (Netz et al., 2010).
Chaperonovy komplex prenasejici [2Fe-2S] klastr na CIAPINI tvoii GLRX3 interagujici
s BOLA2, ktery piispiva ke koordinaci klastru svym His zbytkem. Vznik heterodimeru
GLRX3-BOLAZ2 je zavisly na ptitomnosti Fe-S centra a bez n€j nemtize na rozdil od homodimeru

GLRX3 vzniknout (Frey et al., 2016).

3.2.2 Maturace cilovych [4Fe-4S] proteinti

Nové sestaveny [4Fe-4S] klastr je v dalsim kroku nutné prenést k cilovym apoproteintim,
¢ehoz se ticastni nékolik dalsich proteinti CIA drahy. Prvnim krokem je pienos klastru ze scaffold
komplexu na CIAO3 (dfive IOP1). CIAO3 koordinuje celkem dva [4Fe-4S] klastry pomoci osmi
konzervovanych Cys — jeden tém¢f na povrchu proteinu u N-konce a druhy hluboko ve struktuie
proteinu. N-koncovy klastr je vazéan labiln€, coz umozije jeho dalsi transfer. Experimentélni
mutace narusujici vazbu téchto klastra v CIAO3 zpusobily defekt v maturaci cilovych
cytosolickych a jadernych apoproteinti (Netz et al., 2007; Utrzica et al., 2009).

CIAO3 interaguje s komplexy proteind, které specificky maturuji cilové Fe-S proteiny.
Takovym komplexem je heterotrimer CIAO1-CIAO2B-MMS19 oznacovany jako CIA targeting
complex (CTC). CIAO3 interaguje s CTC prostrednictvim CIAO1 (Seki et al., 2013). MMSI19 je
v CTC kli¢ovy pro maturaci nekterych Fe-S proteintl u€astnicich se replikace a oprav DNA. Pii
mutaci v MMSI19 je negativné ovlivnéna stabilita genomu, véetné telomer. Cilovymi Fe-S proteiny
MMSI19 jsou napiiklad katalytickd podjednotka DNA Pold POLDI, dihydropyrimidin
dehydrogenaza DPYD a helikdza XPD, ti¢astnici se mimo jiné nukleotidové excizni reparace DNA
(NER) (Stehling et al., 2012). Jak CIAO1, tak 1 CIAO2B se vazou na MMS19 prostfednictvim jeho
HEAT repetic. Tento motiv je ¢asto vyuzivan pro interakce protein-protein. Zda se, ze jedna
zmoznych regulaci CTC spociva v ochran€ CIAO2B pred degradaci prave vazbou s MMS19. Pro
interakci s cilovymi apoproteiny je potieba kompletné sestaveny CTC. Vyjimkou je vazba XPD,
ktera je zavisla pouze na HEAT motivu N-konce MMS19 (Odermatt and Gari, 2017).

Pro maturaci ATPasy ABCEI je navic jesté¢ vyzadovana vazba adaptorového komplexu na
CTC. Tento adaptér tvoii heterodimer ORAOV1-YAE1D]1 (Paul et al., 2015). Specifick4d maturace
cilovych apoproteinii spociva v riznych kombinacich a interakcich jednotlivych slozek CTC.
Prikladem je maturace antiviralniho proteinu viperinu, provadéna proteinem CIAO1. CIAO2B a
MMS19 zde maji v komplexu pouze stabilizacni efekt, ktery neni esencidlni pro vlastni pfenos
klastru. CIAO2B i MMSI19 se vazou na C-konec viperinu. DalSim proteinem, ktery miize byt

soucasti CTC je CIAO2A. Ten se vaze na N-konec viperinu, a to zcela nezavisle na ostatnich
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proteinech CTC. Role CIAO2A je vtomto piipadé nezndmd (Upadhyay et al., 2017). Lépe
prozkoumanou funkci zastupuje pii maturaci IRP1, kde vytvari komplex s CIAOI. Na tento
komplex se je schopen vazat CIAO3 s [4Fe-4S] klastrem. Jelikoz CIAO3 dodava klastry na
komplexy maturujici své cilové apoproteiny, je pravdépodobné poslednim proteinem CIA drahy

Ucastnici se maturace vsech cytosolickych a jadernych Fe-S proteinti (Maione et al., 2020).

14



3.3 SUF draha

Draha mobilizace siry (sulfur mobilization pathway — SUF) byla objevena u Escherichia coli
v roce 2002. V bakteriich je draha kodovana operonem suf. Objev iniciovalo pozorovani maturace
malého mnozstvi Fe-S proteint 1 pii vyfazeni bakterialni ISC dréhy. Ke vzniku drahy SUF doslo u
fotosyntetizujicich bakterii pravdépodobné za ticelem podpotit funkce tzv. housekeeping drahy ISC
pti oxidativnich podminkach fotosyntézy. Takové podminky mohou klastry poskozovat. Draha
SUF patrné€ miize byt pii odpoveédi na takové poskozeni upregulovana. S objevem bakterialni drahy
SUF byly postupné objeveny homologni proteiny i u archei a eukaryot. Drédha SUF probihd u
eukaryot pouze v plastidech, kam se dostala od bakteridlniho predka. Geny pro SUF jsou u eukaryot
koédovany piimo v plastidovych genomech, anebo vjaderném genomu, kam se z plastidu
presunuly. SUF dodava Fe-S klastry plastidovym Fe-S proteintim a stala se tak v potadi tieti
znamou drahou biogeneze Fe-S klastrti (po ISC a NIF) (Takahashi and Tokumoto, 2002).

Krom¢ klasickych plastidii funguje SUF také v apikoplastech parazitickych apikomplex,
kam patii naptiklad Plasmodium spp. zptsobujici malarii nebo Toxoplasma gondi zpisobujici
toxoplazmozu. Pro dokonceni jejich Zivotniho cyklu je SUF esencidlni (Haussig et al., 2014).
Apikoplast je jiz nefotosyntetizujici redukovany plastid vzeSly ze sekundarni
endosymbiozy Rhodophyt (Fast et al., 2001). VétSina poznatkd o eukaryotické draze SUF vsak
pochézi z rostlinného modelového organismu Arabidopsis thaliana.

Narozdil od popsané interakce mezi CIA a ISC drahou, neni u eukaryot v soucasnosti znamé
propojeni se systémem SUF, ktery ziejmé funguje zcela autonomné. Moznym vysvétleni této
situace by mohl byt fakt, Ze k vytvoreni plastidu z endosymbiotické bakterie doslo aZz po vzniku
mitochondrie, a tedy az po propojeni mezi cytosolickou CIA a mitochondridlni ISC drahou
(Bernard et al., 2013). Odli$na situace je ale u bakterii, kde drahy SUF a ISC béZi vedle sebe a jejich
funkce jsou z velké ¢asti stejné. Z mechanismu regulace jejich indukce vypliva, Ze draha ISC plni
housekeeping funkci. To znamend, Ze se stard o maturaci naprost¢ veétSiny Fe-S proteind za
standardnich podminek a upregulace nastava pouze pii celkové poruse biosyntézy Fe-S klastrii
v buiice. Dréha SUF je siln¢ aktivni zejména jako odpoveéd’ na oxidativni stres nebo nedostatek
zeleza (Outten et al., 2004).

Vyjimkou striktn€ plastidové lokalizace je eukaryoticky jednobunécny parazit Blastocystis, ktery
vyuziva v cytosolu vedle CIA praveé SUF, respektive jeji ¢ast — fuzni protein SufCB. Blastocystis
nema klasickou mitochondrii, nybrz jeji redukovanou formu — MRO. Tato organela ale stejné jako
klasicka mitochondrie syntetizuje Fe-S klastry ISC drahou. Fazni protein SufCB Blastocystis

pravdépodobné ziskal horizontalnim genovym prenosem z archeii fadu Methanomicrobiales, coz
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mohlo byt vyhodou pii prechodu k parazitismu. Blastocystis je sice anaerobni, ale béhem Zivotniho
cyklu prichazi do kontaktu s kyslikem. Podobné jako u bakterii je i zde mira exprese genu pro
SufCB zvysena pii odpovédi na oxidativni stres (Tsaousis et al., 2012). Utilizace SUF nékterymi
parazity predstavuje moznost cilené 1é¢by, jelikoz se prave timto odliSuji od Zivocisnych bunék
hostitele.

Dalsi vyjimku striktni lokalizace SUF drahy do plastidi predstavuji oxymonady. To je
skupina protist, ktera pravdépodobné béhem evoluce sekundarné ztratila jakoukoliv formu
mitochondrie a sni i celou ISC drahu. Maturace jejich Fe-S proteind je zajisténa Céstecné
redukovanou drahou CIA a SUF, ktera nejspiSe nahrazuje funkce ISC — zejména miize zajist'ovat
siru pro stavbu klastri. Komponenty obou drah lokalizuji do cytosolu. Oxymonady mohli ziskat
drdhu SUF pomoci horizontalniho genového prenosu (HGT) z bakterii (Karnkowska et al., 2016).

Podobné jako u ostatnich mechanismi biogeneze Fe-S klastri je obecny mechanismus drahy
SUF rozdélen do dvou fazi: (1) stavba Fe-S klastru na scaffold komplexu a (2) presun klastru a

maturace specifickych cilovych apoproteint.

3.3.1 De novo syntéza klastri

Stejné jako pii de novo syntéze klastrii v mitochondriich je nutné importovat zelezo a ziskat
siru 1 pro de novo stavbu klastrti v plastidech.

Import Zeleza do stroma plastidu, kde je SUF draha lokalizovéna, neni dosud dobre
prozkouman a v tomto sméru je potreba dalSiho vyzkumu. Jednim z pravdépodobnych transportérti
zeleza pres vnitini membranu plastidu je MFL1, jehoz exprese u A. thaliana pozitivné koreluje
s dostupnosti Zeleza (Tarantino et al., 2011). Dal$im pravdépodobnym transportérem je PIC1, jehoz
absence vede az ke ztrat¢ thylakoidd, poruse fotosyntézy a ke chloroze, coz znaci celkové naruSeni
na Zeleze zavislych procesti. Mutace pic/ se projevuje také snizenou mirou biogeneze plastidovych
Fe-S klastri (Duy et al., 2007). Tietim moznym transportérem je NAP14, homolog bakteridlniho
FutC. A. thaliana mutantni v nap14. Vykazuje podobny fenotyp jako v piipadé vyse popsané
nefunkc¢nosti PICI. V bakteridlnim systému je FutC soucésti komplexu FutABC pfenaSece a
vykazuje ATPazovou aktivitu. FutA véze zelezo, FutB vytvaii transmembranovy kanal. Homology
proteint FutA ani FutB nebyly u A. thaliana nalezeny a neni tedy jasné, jakou roli hraje osamoceny
NAP14 (Shimoni-Shor et al., 2010).

Siru pro vznik klastru zprosttedkovava PLP dependentni L-cystein desulfuraza NFS2 (dfive
také SufS nebo NifS, dle bakterialni SUF drahy) patfici do stejné skupiny jako NFS1, ktera figuruje
v ISC (viz 3.1.1). Reakce je také stejnd — pfeména L-cysteinu na L-alanin za vzniku persulfidu.
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NFS2 tvori homodimer, nicméné ob¢ podjednotky maji své aktivni misto, ve kterém vznika
persulfid (Roret et al., 2014).

Pro aktivitu NFS2 je zasadni vazba SUFE1. Dohromady tak vzniké desulfurdzovy komplex
NFS2,-SUFE1». Vazba SUFEI zasadné zvysuje jak rychlost reakce, tak afinitu k substratu. SufEl
nese konzervovany Cys zbytek, na ktery se piendsi persulfid z NFS2. Vzhledem k uzaviené
konformaci NFS2 je tieba, aby byl akceptorovy Cys zbytek SUFE1 mobilni a dostal se blizko
aktivnimu mistu NFS2, coz jeden ze strukturnich modelii potvrzuje (Ye et al., 2006; Roret et al.,
2014). Byly identifikovéany jesté dva dalsi aktivatory NFS2 — SUFE2 a SUFE3. Mutace vyfazujici
funkci SUFE1 a SUFE3 jsou embryonalng letalni. SUFE3 se mimo jiné Gcastni biosyntézy NAD.
Pro tuto funkci vyzaduje [4Fe-4S] klastr, ktery miize byt sestaven piimo na SUFE3 jen za
pritomnosti substratl a NFS2 (Murthy et al., 2007).

K vlastnimu sestaveni klastru slouzi scaffold komplex SUFBC,D. Stejny scaffold komplex
funguje 1 v bakteridlni SUF draze. Zvlast¢ dileZity je SUFB, protoZe mira exprese ostatnich
podjednotek je zavisla prave na expresi SUFB. Metodou RNA interference (RNA1) bylo stanoveno,
ze kazda podjednotka je pro maturaci plastidovych Fe-S proteinti esencidlni. Narusenim scaffold
komplexu RNAi vznika podobny fenotyp jako v ptipadé nefunkénosti desulfurdzového komplexu
(Huetal., 2017).

Presny mechanismus vzniku klastru neni v sou€asnosti dobie charakterizovan. Informace
chybi predev§sim u eukaryot. Detailngji byl studovan u bakterii, a proto se nasledujici ¢ast textu
obraci prave tam. SufB 1 SufC maji ATPazovou aktivitu. SufB prebira od SufE siru. Dle modelu
mechanismu se SufD vaze jen volné. Tato vazba je podstatna pouze pro piedani Zeleza na SufB.
Pro tento proces je kliova 1 ATPazova aktivita SufC. Dosud ovSem neni jasné, jaky typ klastru na
scaffold komplexu vznika. Byl detekovan jak [4Fe-4S], tak [3Fe-4S] klastr, nikoliv vSak [2Fe-2S].
In vitro byl pozorovan vznik alternativnich komplext SufB>Cs. Neni tedy jasné, zda [2Fe-2S]
centra nevznikaji in vivo na takovémto komplexu (Saini et al., 2010).

Publikace Blanc et al. (2014) doklada vznik [2Fe-2S] klastru na samotném SufB in vitro.
Tento klastr na SufB lze redukéné fizovat s druhym za vzniku [4Fe-4S] klastru. Na scaffold
komplex se vaze FADHo>, jehoz role je také predmétem diskuse. Postulovany model navrhuje
vyuziti FADH, pro redukci Zeleza nebo persulfidu, piipadné pro fiizni reakci. Funkci FADH» mtize
in vitro nahradit NADPH a je tedy otazkou, jak systém funguje in vivo (Saini et al., 2010). V tivahu
pripada feredoxin, ktery je v plastidech i apikoplastech lokalizovan a je vyuzivan v jinych klicovych
biochemickych drahach. Z tohoto ditvodu neni snadné prokazat jeho funkci v samotné draze SUF,
poukazat 1ze ale na jeho obdobné vyuziti v ISC draze mitochondrii (viz 3.1.1) (Akuh et al., 2022).
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3.3.2 Prenos klastru k cilovym apoproteiniim

Stejné jako v cytosolu, jadie nebo mitochondrii vyzaduji 1 plastidové apoproteiny pro svou
maturaci specifické carrier proteiny. Vétsina z nich jsou funkénimi homology carrier proteint ISC
drdhy. V chloroplastech A. thaliana jsou NFUI (jde o jiny protein nezli NFU1 v ISC draze,
nicméné oba patfi do stejné rodiny proteintt), NFU2 a NFU3. NFU2/3 dorucu;ji [4Fe-4S] klastry
podjednotkam fotosystému I (PSI) a nejspise i dalsim Fe-S proteintim. Jejich mutace ma negativni
efekt také na fotosystém II (PSII), velikost rostliny a na syntézu chlorofylu. NFUT1 je patmé schopen
prenosu [2Fe-2S], [3Fe-4S] 1 [4Fe-4S] klastrii. Jeho mutace se nejvice projevuje nizsi aktivitou PSI,
ktery vyuziva [4Fe-4S] klastry. Downstream od NFU2/3 ptsobi HCF101, dalsi carrier protein,
ktery mozna slouzi jako adaptor pro urcitou podmnozinu cilovych apoproteina specifickych pro
NFU2/3 (Touraine et al., 2019; Satyanarayan et al., 2021).

Mezi carrier proteiny se fadi také SUFA (Chahal et al., 2009), ktery vSak v P. berghei
nezastava esencialni roli a jeho ztrata nepiinasi zménu fenotypu. Jeho role v maturaci apoproteinti
je tedy otazkou (Haussig et al., 2014).

V chloroplastech A. thaliana byl detekovan IBA57.2, ortholog carrier proteinu IBAS7 ISC
drahy (Waller et al., 2012). Dalsi vyzkum funkce IBAS57.2 zatim chybi.

Funkci carrier proteinti zastavaji také dva glutaredoxiny GRXS14 a GRXS16. Oba jsou
schopné nést [2Fe-2S] klastr a pfi experimentalni lokalizaci do mitochondrii jsou schopné nahradit
funkci mitochondridlniho GLRXS. Klastr koordinuji jakozto homodimer za pomoci dvou molekul
GSH. Kazdy monomer ma jeden konzervovany Cys zbytek. GRXS14 in vitro maturuje feredoxin
(Bandyopadhyay et al., 2008). Funkce obou glutaredoxinti se nejspis vzajemné prekryva, jelikoz
vliv na riist A. thaliana mé pouze soucasné vyfazeni GRXS14 a knock-down GRXS16 (Rey et al.,
2017).

Stejné jako v mitochondriich, tak 1 v plastidech interaguji glutaredoxiny s proteiny BOLA.
V chloroplastech A. thaliana jsou BOLA zastoupeny dvéma isoformami—BOLA1 a BOLA4. Obg
komplementuji funkci mitochondridlnich BOLA1/3. Plastidové BOLA tvoii heterodimery
s GRXS14/16 a maji konzervovany His zbytek, coz naznacuje koordinaci Rieskeho [2Fe-2S]
klastru (Dhalleine et al., 2014; Uzarska et al., 2018).
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3.4 NIF draha

Prvnim piimym diikazem existence drahy NIF (nitrogen fixation), ktera primam¢ slouzi
k maturaci nitrogendzy v bakteriich fixujicich dusik, byl popis funkce proteinu NifS. Jedna se o
PLP dependentni L-cystein desulfurazu fungujici obdobné¢ jako desulfurazy v ISC nebo SUF. NifS
funguje jako homodimer (Zheng et al., 1993). Funkci scaffold proteinu zastupuje v draze NIF
protein NifU (Ali et al., 2004). U eukaryot byla draha NIF zatim objevena pouze u Entamoeba
histolytica a Mastigamoeba balamuthi, anaerobnich protist patiicich do fiSe Amoebozoa. M.
balamuthi vyuziva redukovanou CIA a NIF drahu, ktera je lokalizovéana jak v hydrogenosomech,
které jsou jednim z typti MRO, tak v cytosolu. Drahu NIF zde zastupuje desulfurdza NifS a scaffold
NifU (Nyvltova et al., 2013). U E. histolytica byla identifikovana jen draha NIF, sestavajici z NifS
a NifU lokalizovanych v cytosolu. NifU v tomto organismu tvoii tetramer. V E. coli s vyfazenou
ISC a SUF drahou byly tyto dva proteiny za anaerobnich podminek schopné maturovat Fe-S
proteiny. Do eukaryot se geny nif dostaly nejspise pomoci HGT z e-proteobakterii (Ali et al., 2004).

NifU se sklada ze tfi domén. N-koncova doména je podobné ISCU a mtize vazat [2Fe-2S]
klastr. C-koncova doména je podobna NFU a vaze [4Fe-4S] klastr. Mezi nimi je doména podobna
feredoxinu vézajici [2Fe-2S] klastr. Redukovany klastr na N-koncové doméné lze fizovat
s druhym za vzniku [4Fe-4S] klastru. Elektrony potfebné pro redukci ziejmé dodava feredoxinova
doména (Braymer et al., 2021).
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4 Odlisnosti biogeneze Fe-S klastril u Giardia intestinalis

Giardia intestinalis je paraziticky protist patfici do diplomondd. Mezi hostitele se fadi 1
clovek. Stadium trofozoita Zije v tenkém stieve hostitele za anaerobnich podminek a zptisobuje
onemocnéni giardiézu. Infekénim stadiem jsou cysty, které odchazi z t€la hostitele se stolici a
mohou tak kontaminovat zdroje potravy nebo vody (Ali and Hill, 2003).

Prvotni studie fadili G. intestinalis k amitochondridlnim organismtim, ale pozd¢ji byly
pozorovany mitosomy, které predstavuji nejjednodussi typ MRO. Stejné jako mitochondrie maji
dvojitou membranu, ovsem jejich biochemicka funkce je znaéné omezena. Je zde lokalizovana
pouze redukovand, nicmén¢ funkéni ISC dréha (Obr. 4). Biogeneze Fe-S klastrti tak muize tvorit
zasadni a Casto jediny selekeni tlak na zachovani néjaké formy mitochondridlni organely (Tovar et

al., 2003).

DIC DAPImerge

GilscU

Obrazek 4: (A) Lokalizace IscU, feredoxinu (fdx) a IscS do mitosomt G. intestinalis. Specifické znaceni téchto
proteinti pomoci mysi protilatky a-HA ma zelenou barvu, modie jsou obarveny jadra pomoci DAPI.
(B) Elektronova mikroskopie mitosomu se znacenym IscU zlatem. Sipky ukazuji na dvojiftou membranu
mitosomu. Adaptovano podle Dolezal et al., (2005).

Funk¢ni redukee mitosomalni ISC dréhy spociva v absenci proteinti IND1, IBAS7, frataxinu
a ISCA1 (pfitomna je isoforma ISCA2). Ztrata IND1, IBAS57 a ISCA1 koreluje se ztratou Fe-S
proteind, jejichz maturace se tyto carrier proteiny ucastni. Proteomicka data neukazuji ani na
pritomnost feredoxin reduktdzy, kterd ve standardni ISC draze redukuje feredoxin za vyuziti
NADPH (viz 3.1). Samotny feredoxin je v mitosomech piitomen a neni tedy jasné, jakym
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zpusobem je po poskytnuti elektront redukovan. ABC transportéry podobné Atm1, jenz je klicovy
pro export molekuly X-S do cytosolu, byly sice v genomu G. infestinalis popsany, ale nemaji
dulezity strukturni motiv typicky pro tento transportér vSech ostatnich zkoumanych organismii.
Ervl, ktery zastupuje funkci v intermembranovém prostoru mitochondrie pravdépodobné v
navaznosti na Atm1 také neni v mitosomech G. intestinalis lokalizovan (Jedelsky et al., 2011).

G. intestinalis vyuziva také CIA drahu, kterd ale postrada proteiny Tah18, Dre2, MMS19
a CFDI. U eukaryot vyuzivajicich ISC a CIA drahu zprostredkovava veskerou siru pro stavbu
klastri mitochondridlni desulfuraza. Ani u G. intestinalis nebyla detekovana cytosolicka
desulfuraza a je tedy ziejmé, ze propojeni mezi ISC a CIA musi fungovat i zde. MozZnost
predstavuje protein Cia2 (homolog CIAO2A/B), ktery lokalizuje v G. intestinalis jak do cytosolu,
tak do intermembranového prostoru mitosomu (Pyrih et al., 2016). Dalsi moznosti je existence
dosud neznamé interakce mezi pozdni ISC a CIA drahou. Jelikoz mitosomy G. intestinalis nenesou
Z4dné znamé proteiny vyuZivajici [4Fe-4S] klastry, nabizi se otdzka, pro¢ je pozdni ISC drdha
zachovana. Pii experimentalni deleci BOLA, jez je soucasti pozdni ISC drahy, doSlo ke sniZeni
aktivity cytosolického [4Fe-4S] enzymu PFOR (Motyckova et al., 2022). V tomto sméru je ale
zapotfebi dalsiho vyzkumu. Abnormalitou je také existence tii genti pro NBP35 a interakce
produkti dvou z nich s vnéj$i mitosomalni membranou (Pyrih et al., 2016).
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5 Zavér

Mechanismy biogeneze Fe-S klastrii predstavuji u eukaryot komplexni biochemické
dréhy. Jejich vysledkem je nejen produkce riiznych typt Fe-S klastr(, ale 1 specifickd maturace
proteintl, jez tyto klastry vyzaduji pro svou €asto esencialni roli v bunééném metabolismu. Je patrné,
7e tyto mechanismy jsou evolu¢né konzervovany od bakterii az po ¢lovéka. Regulace mechanismt
biogeneze Fe-S klastri v kontextu s ostatnimi biochemickymi drahami eukaryotické bunky
predstavuje dalsi stupent komplexity, coz tato prace pouze nastinuje napiiklad u drahy SUF, ktera
miize byt soucasti bunécnych odpovedi na stresové faktory.

Draha SUF je u eukaryot v soucasné dobé poméme malo prozkoumana a dalsi studium by
umoznilo lepsi pochopeni nejen jeji role v plastidech a ve fyziologii rostlin, ale také by mohlo najit
dalsi cesty cileného boje proti parazitiim z fad apikomplex.

Naopak nejvice studované jsou tzv. housekeeping drahy ISC a CIA, které jsou pro
eukaryota naprosto esencialni. Behem evoluce eukaryot doslo k funkénimu napojeni CIA drahy
na mitochondridlni ISC drdhu, ¢imz se zprostfedkovala distribuce Fe-S klastri do dalSich
kompartmentii buniky. Funkéni propojeni obou drah je pro Zivotaschopnost bunék naprosto
zasadni. Hlavnim diivodem propojeni je ziejmé metabolismus siry, jelikoz CIA dréha nevyuziva
enzymu desulfurasy, ktery uvoliuje elementarni siru pfeménou L-cysteinu na L-alanin. Vysledky
nékterych publikaci ukazuji v tomto ohledu na silny selekéni tlak, ktery udrzuje u organismti na
cesté ke ztraté mitochondrie alesponi jeji redukovanou formu. Definitivni potvrzeni této teorie
nicméné vyzaduje dalsi vyzkum. Studium dalSich organismti jako je G. intestinalis, vyuzivajicich
Casto redukované ¢i minimalni biochemické drahy, miize byt obzvlaste¢ vyhodné pro stanoveni
vyznamu a funkce klicovych komponentil systém jako je pravé biogeneze Fe-S klastri.

Zavislost na téchto drahdch lze patrné obejit pomoci drahy NIF, ktera byla ale zatim
objevena pouze u dvou eukaryotickych organismii. Z tohoto diivodu se funk¢ni charakterizace této
dréhy opira zejména o bakterialni systém, kde primarné slouzi pii tvorbé komplikovaného klastru
nitrogenazy.

Z4adny zmechanismii biogeneze Fe-S klastrii tedy stale neni zcela pochopen a tato
problematika je pfedmétem probihajiciho vyzkumu. Zasadni otazkou spolecnou pro vSechny drahy
je zpisob, jakym je pro stavbu klastri dodavano Zelezo. Soucasné s rozvojem poznani téchto
mechanisml se pozornost upira na funkce samotnych Fe-S center v maturovanych proteinech,
napriklad v metabolismu DNA. Timto smerem se tak ziejmée bude ubirat dalsi védecky vyzkum

veetn€ nasi laboratore.
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